






















（NSCLC）患者で CT 抗原のひとつである XAGE-1b（GAGED2a）に対する宿主免疫応答につい
て検討した．
　液性免疫については，2005年から2011年に，川崎医科大学附属病院を受診した肺癌患者407例（小
細胞肺癌 : SCLC 45例，非小細胞肺癌：NSCLC 362例），および対照群として健常人50例を対象
として検討した．抗体の検出は XAGE-1b 合成タンパクを用い ELISA 法で測定した．また細胞性
免疫については，血清抗体価陽性症例 KLU187，陰性症例 KLU37の末梢血単核球（PBMC）より
単離した CD4 T 細胞，CD8 T 細胞を用いて XAGE-1b 抗原と抗原提示細胞，T 細胞を共培養する
ことによって抗原特異的 T 細胞の誘導を検討した．XAGE-1b 特異的 CD4 と CD8 T 細胞の検出は




性患者の CD4，CD8 T 細胞については，XAGE-1b（GAGED2a）に対する特異的な反応を検出した．

























肺切除標本における MHC class I と XAGE-1b
（GAGED2a）の発現と予後との解析では，









































穴 プ レ ー ト（Nalge Nunc Intenational, Thermo 






ペルオキシダーゼ結合ヤギ抗ヒト IgG 抗体（x 
5,000）（Jackson ImmunoResearch Laboratories, 






（Bio-Ras Laboratories, Tokyo, Japan）を用いて
吸光度（波長490nm）を測定した．
XAGE-1b（GAGED2a）特異的 CD4 T 細胞およ
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び CD8 T 細胞の誘導
　血清抗体価陽性患者より採取分離した CD4 T
細胞2 x 106個 /穴，CD8 T細胞は，1 x 104個 /穴を，
それぞれ同数の X 線照射（40Gy）CD4-CD8- 
T 細胞を抗原提示細胞として用い，XAGE-1b




IL-2 10 IU/ml，IL-7 10 ng/ml でおこなった．
IFN γ産生細胞の検出
　XAGE-1b（GAGED2a）特異的 CD4 と CD8 
T 細胞の検出は IFN γ ELISA 法または IFNγ
分泌アッセイ法で解析した．刺激培養後の細
胞1 x 104 個（IFN γ ELISA）または5 x 104 個
（IFN γ分泌アッセイ法）を同数の XAGE-1b
（GAGED2a）OLPs でパルスまたは非パルスし
た自己 Epstein-Barr Virus(EBV-B) 細胞で37℃ ４
時間（CD4 T 細胞）または８時間（CD8 T 細
胞）CO2インキュベーターで反応させ，ヒト
IFN γキャッチ抗体（Miltenyi Biotec GmbH）
2μl を用いて培養細胞を標識した．その後，
10ml の AIM-V 培地に懸濁しローテーター
（MACSmixTM, Miltenyi Biotec GmbH） を37 ℃ 
60分 CO2インキュベーター内で反応させ，洗浄
後，ヒト IFN γキャッチ検出抗体 2μl，抗ヒト
CD4-FITC または抗ヒト CD8-FITC 1μl を加え
て染色した．染色後，FACS バッファー（1％ 
FCS/PBS，0.02％アジ化ナトリウム）を加え
て洗浄し，FACS Cant Ⅱ（Bioscience, San Jose, 
CA）を用いて IFN γ産生細胞を検出した．
　刺激培養で用いた培養上清は，IFN γサンド
イッチ ELISA 法で抗原特異的な T 細胞による
IFN γ産生の検出をおこなった．
結　果




　肺癌患者407名の血清および健常人50名の血清を300倍希釈し，ペルオキシダーゼ結合ヤギ抗ヒト IgG 抗体（x 5,000）
で検出した．反応終了後発色し吸光度を測定した．血清希釈倍率300倍の O.D. 値490nm が1.0以上を陽性とした．こ





























みた．CD4 T 細胞および CD8 T 細胞をそれぞ
れ同数の X 線照射後の抗原提示細胞（CD4-CD8-
細胞）と XAGE-1b（GAGED2a）OLPs とともに，
それぞれ14日（CD4 T 細胞）および10日間（CD8 
T 細胞）の刺激培養を行った．刺激培養後の
CD4 T 細胞および CD8 T 細胞 2 x 105 個を同数
の XAGE-1b（GAGED2a）OLPs パルスあるい
は非パルスの自己 EBV-B 細胞で37℃ ４時間
（CD4 T 細胞）または８時間（CD8 T 細胞）反
応させ，IFN γ分泌アッセイを行った．その結
果，XAGE-1b（GAGED2a）抗原特異的な CD4 









特異抗体および CD4，CD8 T 細胞の XAGE-1b
（GAGED2a）ペプチド認識領域の検討
　 血 清 抗 体 陽 性 患 者 KLU187の 抗 体 お よ





1b(GAGED2a)OLP 領 域 を 同 定 す る た め，
表１　肺癌患者における XAGE-1b(GAGED2a) 抗体および NY-ESO-1抗体の頻度
組織型 人数 （％） 抗体価陽性 * 患者（％）XAGE-1b NY-ESO-1
肺癌 407 （100） 32/407 （7.9） 23/407 （5.7）
小細胞肺癌 45 （11.1） 0 ‐ 1/45 （2.2）
非小細胞肺癌 362 （89.0） 32/362 （8.8） 22/362 （6.1）
　　進行期非小細胞肺癌 194 （47.7） 25/194 （12.9） 17/194 （8.8）
　腺癌 220 （54.8） 28/220 （12.7） 7/220 （3.2）
　　進行期腺癌 118 （29.0） 22/118 （18.6） 5/118 （4.2）
　扁平上皮癌 85 （20.9） 1/85 （1.2） 6/85 （7.1）
　　進行期扁平上皮癌 42 （10.3） 1/42 （2.4） 5/42 （11.9）
　大細胞癌 8 （2.0） 0 ‐ 0 ‐
　腺扁平上皮癌 6 （1.5） 1/6 （16.7） 1/6 （16.7）
　多形癌 7 （1.7） 0 ‐ 0 ‐
　分類不能 36 （8.8） 2/36  （5.6） 8/36 （22.2）
*　患者血清 300 倍希釈での O.D. 値 1.0 以上を抗体価陽性とした．
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図２　XAGE-1b(GAGED2a) に対する CD4および CD8 T 細胞の反応
　血清抗体価陽性患者である KLU187，血清抗体価陰性患者 KLU37より採取した末梢血単核球を用いた．CD4 T 細胞
および CD8 T 細胞をそれぞれ同数の X 線照射後の抗原提示細胞（CD4-CD8- 細胞）と XAGE-1b（GAGED2a）OLPs 1
μM とともに，それぞれ14日（CD4 T 細胞）および10日間（CD8 T 細胞）の刺激培養を行った．刺激培養後の CD4 T
細胞および CD8 T 細胞 2 x 105個を同数の XAGE-1b（GAGED2a）OLPs パルスあるいは非パルスの自己 EBV-B 細胞で
37℃ ４時間（CD4 T 細胞）または８時間（CD8 T 細胞）反応させ，IFNγ 分泌アッセイを行った．上段には CD4 T 細胞，








　CD4および CD8 T 細胞が認識する XAGE-
1b(GAGED2a)OLP 領域を同定するため，一回
刺激培養後の CD4および CD8 T 細胞を用い
て解析した．それぞれの T 細胞を各 XAGE-
1b（GAGED2a）OLP 5μM をパルスした自己
EBV-B 細胞を標的細胞として用い IFN γ分泌
アッセイをまたは IFN γ ELISA 法を行った．
XAGE-1b（GAGED2a）抗原特異的 CD4 T 細胞










































CD4 T 細胞の誘導は認められるが，CD8 T 細胞
は検出されていない27）．
　 今 回， 肺 癌 患 者 に お い て XAGE-1b
（GAGED2a）抗体が高頻度に認められ，血
清抗体価陽性患者より抗原特異的な CD4およ
び CD8 T 細胞を検出できた意義は大きく，





図４　抗体および CD4，CD8 T 細胞が認識する XAGE-1b（GAGED2a）OLP 領域の検討
　上段は血清抗体陽性患者 KLU187の抗体が認識する XAGE-1b（GAGED2a）OLP 領域を示す．中段には，IFNγ 分
泌アッセイで検出した同患者における CD4 T 細胞が認識する XAGE-1b（GAGED2a）OLP 領域を示す．下段は，IFN






（GAGED2a）免疫によってヘルパー CD4 T 細




が CD4 T 細胞である．がん微小環境では，免
疫回避機構が存在し28），その影響で腫瘍細胞の
一部では，MHC クラス I 分子の発現が低下し
て免疫監視機構から逸脱する場合もある．CD4 
T 細胞は IFN γなどのサイトカインを産生する
ことで腫瘍細胞の MHC クラス I 分子の発現増





原特異的 CD4 T 細胞の反応は１回刺激，２回
刺激で著明に上昇し，かつ非常に反応が強いこ
とが判明した．この事は，XAGE-1b（GAGED2a）
は非常に強い CD4 T 細胞免疫を誘導し，液性
および細胞性免疫を増強していると予想できる．
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　 以 前 の 検 討 で，XAGE-1b（GAGED2a） 血
清抗体価陽性患者から採取した PBMC より，
XAGE-1b（GAGED2a）抗原特異的 CD4 T 細胞
の誘導は可能であった29，30）．本研究で抗腫瘍効














る領域，CD4および CD8 T 細胞が認識する領
域と最小エピトープの決定，さらに細胞傷害
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Antibody, CD4 and CD8 T-cell response against XAGE-1b (GAGED2a) in
non-small cell lung cancer patients
Yoshihiro OHUE
Department of Respiratory Medicine, Kawasaki Medical School, 577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT  Cancer/testis (CT) antigen is a promising target for cancer vaccine due to 
their immunogenicity and restricted expression. We previously demonstrated that XAGE-1b 
(GAGED2a), one of the CT-like antigens, was predominantly expressed in lung adenocarcinoma 
by immunohistochemistry using XAGE-1b (GAGED2a) mAb (clone USO 9-13). In this study, we 
investigated humoral and cellular immune responses against XAGE-1b in patients with non-
small cell lung cancer (NSCLC).
  Sera and PBMCs were obtained from NSCLC patients who visited Kawasaki Medical School 
Hospital between 2005 and 2011. Antibody response to XAGE-1b was analyzed by ELISA using 
synthesized XAGE-1b protein. CD4 and CD8 T-cell responses against XAGE-1b were examined 
by IFN- γ ELISA and/or capture assay using 17 16- or 17-mer XAGE-1b-overlapping peptides 
(OLPs) spanning the entire XAGE-1b (GAGED2a) protein by FACS in antibody-positive patients.
  Antibody positive frequencies of 362 NSCLC, 220 lung adenocarcinoma and 85 lung 
squamous cell carcinoma patients were 8.8% (32/362), 12.7% (28/220) and 1.2% (1/85), 
respectively. In patient KLU187 who is antibody positive, CD4 and CD8 T-cell responses 
against XAGE-1b (GAGED2a) were observed. 
  Our findings indicate that CT antigen XAGE-1b (GAGED2a) is highly immunogenic in NSCLC 
patients inducing antibody, and CD4 and CD8 T-cell responses. XAGE-1b (GAGED2a) is a 
promising target antigen for immunotherapy against lung adenocarcinoma.
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